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論 文 内 容 要 旨
高齢化社 会を迎 え,痴 呆症が急増 し,そ の治療薬 の開発が急務であ る。痴呆症は アル ツハ イマー病 お よ
び脳血管1生痴呆症 に大別 され る。 アルツハ イマー病で死亡 した患者の脳 は著 しく委縮 し,大 量 の神経細胞
が死滅 している。 これ は何 らかの原 因で神経細胞死 がお こり,神 経伝達回路網が破壊 された結 果 と考 え ら
れている。
神経 成長 因子(NGF)は,ニ ュー ロンの発 生段階 にお ける分化,成 熟,生 存 維持 に働 く物質 で,ま た,
神経突起 の伸長 お よびシナプス形成,神 経伝 達物 質の生合成 を誘導 し,成 熟後のニ ュー ロンの生存維持 に
も重 要 な役割 を持 つ タンパ ク質 として知 られてい る。 また,記 憶 や学習能が低下 した ラ ッ トにNGFを 投
与 す ると,こ れ らの機 能が改善 される ことや,抗NGF抗 体 に より記憶 学習能が低下す る ことも明 らかに
されてい る。以上 の ことか らNGFは アルッハ イマー病お よび脳血管性痴 呆症 を含 めて神経 脱落性疾患 の
治療 に有効 であ ると考 えられ,痴 呆症 の治療薬 と してその応用 が期待 され た。 しか しなが ら,NGFは タン
パ ク質 であ り,末 梢投与 した場合,脳 血 液関門の通過 は難 しく,さ らにプロテ アーゼ によって加水分解 を
受 けるこ とか ら,痴 呆症の治療薬 と しての応用 は極 めて困難 なのが現状であ る。そ こで脳血 液関門 を通過
で きる低 分子性の,NGF様 分化 誘導物質,NGF増 強物 質お よびNGF産 生促 進物 質が痴呆症 の治療薬 の有
用 な候補 と して考 えられている。
そ こで,本 研 究 においては,PC12D細 胞 におけるNGFに よる神経 突起伸長 に対す る増 強作 用 を指標 に
して,薬 用植物か らNGF増 強物質 を独 自に探索 し,そ れ らの作 用機構 を解析す るこ とを目的 とした。
1.薬 用 植 物 か ら の 神 経 成 長 因 子 増 強 物 質 の 探 索
1)薬 用 植 物 エ キ ス の ス ク リ ー ニ ン グ
ま ず 中 国 産 お よ び 南 米 産 薬 用 植 物17種 の メ タ ノ ー ル,酢 酸 エ チ ル お よ び 水 抽 出 エ キ ス を 調 製 し,
PC12D細 胞 に お け るNGFに よ る 神 経 突 起 伸 長 に 対 す る 増 強 作 用 を 検:討 し た 。 そ の 結 果,メ タ ノ ー ル 抽 出
エ キ ス で はGymmqρ`e廊rロ1a(LINN .)BERNH,Rロ`agravθ01eη5LINN,Pゴororhfzascrop畑1arff刀oraPENNELLに 顕 著
な 増 強 作 用 が 認 め ら れ た 。 酢 酸 エ チ ル 抽 出 エ キ ス で はEqロf3θ`um8fgaη`eロmLINN.が 最 も 強 い 作 用 を 示 し,
qソmmqρ`eガ3川 飴(LINN.)BERNH,Rり 広∂8raγθ01eη3LINN,月cm曲jz∂5c∫qρ 加1aη 旧ofaPENNELLに 増 強 作 用 が 認 め
ら れ た 。 水 抽 出 エ キ ス で はN加dos`achysch∫ ηensf5,1}ηpera∫acy11ηdrfca,GinsengRadix,Gymmqρ`er15川 角
(LINN.)BERNH,Gochη 認apo取mo叩ha(LEss)CAB,Pfcro∫hセa5crqρhロ1aが 加ofaPENNELLに 弱 い 作 用 が 認 め ら れ
た 。
2)甘 松香 に含 まれ る活性成分 の単離,構 造決定
瓦chfneη8f8(甘 松 香)の ジクロロメ タン抽 出エキス に含 まれるNGF増 強物質 の分離 を試み た。抽 出エ
キスをシ リカゲルカラムによ り分画 し,得 られた各 フラクシ ョンの活性試験 を行 った。有用 な活性 が認 め
られたフラクシ ョンを再 びカラム クロマ トグラフ ィーに より分画 した。 カラム クロマ トグ ラフィー とフラ
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クシ ョンの活性試験 を繰 り返 し行 うことに よ り,活 性物質 を得 ることに成功 した。本化合物 の物理化学的
性 質並 びに'H-NMR,ユ3C-NMRス ペ ク トルデい タよ り本化合物 をnardosinoneと 同定 した。
3)胡 黄連 に含 まれ る活性成分 の単離,構 造 決定
P5crQρ 加1an盟ora(胡 黄連)の 酢酸 エチル抽 出エ キス に含 まれ るNGF増 強物 質の分離 を試み た。抽 出エ
キスをシ リカゲル カラム によ り分 画 し,得 られ た各 フラクシ ョンの活性試験 を行 った。有用 な活性が認め
られたフラクシ ョンを再び カラムクロマ トグラフ ィー によ り分画 した。カラムクロマ トグラフ ィー とフラ
ク ションの活性試験 を繰 り返 し行 うことに より,2種 類の活性物質 を得 る ことに成功 した。 これ らの化合
物 の物理化学 的性 質並 びにIH-NHR,'3C-NMRス ペ ク トル データよ りpicrosideIお よびpicrosideHと 同定
した。
2.NardosinoneのNGF増 強 作 用 の 解 析
PCI2D細 胞 に お い てnardosinoneは 単 独 で は 神 経 突 起 伸 長 作 用 を 示 さ な か っ た が,NGF(2ng/ml),
staurosporine(10nM)お よ びdbcAMP(0.5mM)に よ る 神 経 突 起 伸 長 を濃 度 依 存 的 に 増 強 した 。Nardosinone
(100μM)はPCI2D細 胞 に お け るNGF,staurosporineお よ びdbcAMPに よ る 神 経 突 起 伸 長 作 用 の 用 量 作 用
曲 線 を 左 に 移 動 し,さ ら に 最 大 応 答 を 著 し く増 大 させ た 。 次 にnardosinoneのNGF増 強 作 用 に 対 す る
mitogen-activatedproteinkinasekinase(MAPKK)阻 害 剤 で あ るPD98059,proteinkinaseC(PKC)阻 害 剤 で あ
るGF109203Xの 作 用 を検:討 し た 。PD98059はNGF(2ng/ml),staurosporine(10nM)お よ びdbcAMP(0.5mM)
の 神 経 突 起 伸 長 作 用 に は ほ と ん ど 影 響 を 与 え な か っ た が,nardo3inoneに よ る 増 強 作 用 を ほ ぼ 完 全 に 抑 制 し
た 。 さ ら にnardosioneのNGF増 強 作 用 に対 す るGF109203Xの 作 用 を検 討 し た と こ ろ,PD98059の 場 合 と 同
様 の 抑 制 作 用 が 認 め ら れ た 。 こ れ ら の 結 果 よ りnardosinoneはNGFの 情 報 伝 達 経 路 の う ちPD98059お よ び
GFIO9203Xに 感 受 性 の 経 路 す な わ ちPKC-MAPK経 路 を 増 強 し ゼ い る こ とが 示 唆 さ れ た 。 さ ら にMAPKの
リ ン酸 化 に 対 す るnardos孟noneの 作 用 を検 討 し た と こ う,nardosinone単 独 で は リ ン酸 化 を 引 き起 こ す こ と
な く,さ ら に は,NGFに よ るMAPKの リ ン酸 化 を増 強 しな か っ た 。 以 上 の 結 果 よ り,nardosinoneはPKC-
MAPK依 存 的 な シ グ ナ ル 経 路 のMAPKよ り も 下 流 に 作 用 し てNGF増 強 作 用 を発 現 して い る 可 能 性 が 示 唆
さ れ た 。 さ ら に,ラ ッ ト胎 児 大 脳 皮 質 培 養 細 胞 に対 す る低 酸 素 下 で のnardosinoneに よ る 生 存 維 持 作 用 を検
討 し た と こ ろ,nardosinone単 独 で 顕 著 な細 胞 の 生 存 維 持 充 進 が 認 め られ た 。 こ の 作 用 メ カ ニ ズ ム に 関 して
は 不 明 で あ る が,NGF増 強 作 用 の メ カ ニ ズ ム と は 異 な る と考 え ら れ る 。
3.PicrosideIお よ びHのNGF増 強 作 用 の 解 析
PC12D細 胞 に お い てpicrosideIお よ びHは 各 々 単 独 で は 神 経 突 起 伸 長 作 用 を 示 さ な か っ た が,1NGF(2
ng/ml),staurosporine(10nM)お よ びdbcAMP(0.3mM)に よ る 神 経 突 起 伸 長 作 用 を 濃 度 依 存 的 に 増 強 した 。
Picroside類(100μM)はPC12D細 胞 に お け るNGF,staurosporineお よ びdbcAMPに よ る 神 経 突 起 伸 長 作 用
の 用 量 作 用 曲 線 を左 に 移 動 し,さ ら に 最 大 応 答 を 顕 著 に増 大 させ た 。Picroside類 のNGF増 強 作 用 に対 す る
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PD98059お よびGF109203Xの 作用 を検討 した。PD98059はpicroside類 に よる増強作用 をほぼ完全 に抑 制 し
た。 さ らにpicroside類 のNGF増 強作用 に対す るGF109203Xの 作 用 を検討 した ところ,PD98059の 場合 と
同様 の抑 制作 用が認め られた。 この こ とよ りpicroside類 はNGFの 情報伝 達経路 の うちPKC-MAPK経 路 を
増 強 しているこ とが示唆 された。
次 にMAPKの リン酸化 に対す るpicroside類 の作用 を検:討 した ところ,単 独 では リン酸化 を引 き起 こさな
か った。 さらにpicroside類 はNGFに よるMAPKの リン酸化 を増強 しなか った。以上の結果 よ り,picroside
類 はPKGMAPK依 存 的 なシグナル伝 達経 路のMAPKよ りも下流 に作用 してNGF増 強作用 を発現 している
可能性が示唆 された。
4.ま とめ
17種 類の 中国産 お よび南 米産薬用植物 のメ タノール抽 出エキス にお けるNGF増 強作用 を検:討 した とこ
ろ,(}ア 加mop'θrf5rμ飴(LINN.)BERNH,Rαfagr∂yeo1θ η5LINN.,、Pfcrorhfz∂80rgρ 加1arff〃omPENNLLお よび
Nardo5εachy5c血fηeη8f5等 のエ キス に顕 著 なNGF増 強作用 が認 め られ た。有 用 な活性 が認 め られ た 瓦
chfηesf5(甘 松香)お よびP8crop加1arffflora(胡 黄 連)の ジ クロロメ タンお よび酢酸 エチ ルエ キス よ り
NGFに よる神経 突起伸 長 に対す る増強作用 を指標 に して活性物質 を探索 したところ甘松香 か らnardosinone
を,胡 黄連か らpicrosideIお よびHを 得 るこ とに成功 した。Nardosinoneお よびpicroside類 は単独 では神経
突起伸長作用 を示 さなか った。 しか しなが ら,nardosinoneお よびpicroside類 はNGFに よるPC12D細 胞 に
お ける神経突起伸長作用 を濃度依存的 に増強 した。 さらにstaurosporineお よびdbcAMPに よるPC12D細 胞
の神経 突起伸 長 に対 するnardosinoneお よびpicroside類 の作用 を検討 した ところ,い ずれの場合 も濃度依存
的 な増強が認 め られた。Nardosinoneお よびpicroside類 の突起伸長促進作用 はPD98059お よびGF109203X
によって完全 に阻害 された。Nardosinoneお よびpicroside類 のNGFに よるMAPKの リン酸化 に及 ぼす影響
を検討 した ところ,い ずれ の場合 もMAPKリ ン酸化 の増強 は認め られ なか った。以上 の結果 より,本 研究
においては,NGF増 強作用 を有す る有用 な薬用植物 を見出 し,活 性物質 と してnardosinoneお よびpidroside
Iお よびHを 単離す る ことに成功 した。 さ らに,得 られた化合物の作用解析 を行 った ところ,nardosinone
お よびpicrosideIお よびHはNGFあ るいはNGF様 物 質に よる神 経突起 の伸 長 に対 して増 強作用 を示 し,
これ らの化合物がPKC-MAPK依 存性経路 のMAPKよ りも下流 に作用 している可能性 が示 唆 された。 これ
らの化 合物 はNGFの 作用増強物質 として,痴 呆症 の治療薬 の リー ド化合物 と しての応用 が期待 される。
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審 査 結 果 の 要 旨
高齢化社会 を迎 え,脳 血管性痴呆症お よびアル ツハ イマー病 な どの痴呆症が急増 し,そ れ らの治療薬 の
開発が望 まれてい る。神経成長 因子(NGF)は ニ ュー ロンの分化,成 熟,生 存維持 に働 く物 質で,痴 呆症
の治療薬 と してその応用が期待 された。 しか し,NGFは タ ンパ ク質のため脳血液 関門の通過 は難 しく,ま
たプロテアーゼ によって加水分解 され ることか ら,治 療 としての応用 は極 めて困難 なのが現状 であ る。従
って,低 分子化合物 でNGF活 性 を有す る もの,NGF分 泌 を促進 する ものあるいはNGFの 作用 を増 強する
ものが痴呆症 の治療 に有用で ある と考 えられてい る。 そ こで,薬 用植物 か らNGFを 増 強す る物質 を探索
し,そ れ らの化合物 の作用機構 を解 明する研究 を行 なった。
本研究 におい ては中国産お よび南米産薬用植 物の抽 出エ キス を調製 し,PC12D細 胞 にお けるそ れ らの
NGF増 強作用 を検討 した。 その結果,!粕rdo5`achyschfηeη5f5,Eqロfsefumgf8aη 励m,(汐mmop芯e爵 加角お よ
びPfcrorhlzascrop肋1arfffloraの 酢酸 エ チルエ キ ス に顕 著 なNGF増 強作 用 が認 め られ た。 その 中でN,
ch1ηeη5fs(甘松香),P,5crop加1arff∬ora(胡 黄連)の 酢酸エ チルエ キス よりNGFに よる神経突起伸長 に対
す る増 強作用 を指標 に して活性物質 を探索 した ところ甘松香 か らnardosinoneを,胡 黄連か らplcrosideIお
よびpicrosideHを 得 るこ とに成功 した。
そ こで,こ れ らの3種 のNGF増 強物 質 の作 用 メカニ ズ ム をPCI2D細 胞 を用 い て詳細 に検討 した。
Nardosinone,picrosideIお よびpicrosideIは 各 々単独 で は神経 突起伸長作用 を示 さなか ったが,NGF,
staurosporineお よびdibutyrylcyclicAMPに よる神経 突起伸 長作用 を増強 した。 これ ら化合物 の神経 突起伸
長増強作用 は,PD98059お よびGF109203Xに よって阻害 された。Nardosinone,picrosideIお よびpicroside
HのNGFに よ`るMAPkinaseの リン酸化 に及 ぼす影響 を検 討 した ところ,い ず れの場合 もMAPkinaseリ ン
酸化 の充進 は認 め られなか った。 さらに,nardosinoneの ラッ ト胎児大脳皮質細胞 に対 す る低 酸素下での細
胞の生存維持作用 を検討 した ところ,顕 著 な細胞の生存維持作用 が認 め られた。
以上 の結果 より,nardosinone,picrosideIお よびpicrosideHはNGFあ るい はNGF様 物質 による神 経突起
伸長の増強作 用 を示 し,そ の作用 にはPKCやMAPkinaseが 介在す る可能性が示唆 された。 これ らの化合
物はNGFの 作用増 強物 質 として,痴 呆症の治療へ 向けた リー ド化合物 になるもの と考 え られ る。
よって,本 論文 は博:士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認める。
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